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Escherichia coli induces DNA damage in vivo and
triggers genomic instability in mammalian cells
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Escherichia coli is a normal inhabitant of the human gut. However,
E. coli strains of phylogenetic group B2 harbor a genomic island
called “pks” that codes for the production of a polyketide-peptide
genotoxin, Colibactin. Here we report that in vivo infection with
E. coli harboring the pks island, but not with a pks isogenic mutant,
induced the formation of phosphorylated H2AX foci in mouse enter-
ocytes. We show that a single, short exposure of cultured mamma-
lian epithelial cells to live pks+ E. coli at low infectious doses induced
a transient DNA damage response followed by cell division with
signs of incomplete DNA repair, leading to anaphase bridges and
chromosome aberrations. Micronuclei, aneuploidy, ring chromo-
somes, and anaphase bridges persisted in dividing cells up to 21 d
after infection, indicating occurrence of breakage–fusion–bridge cy-
clesandchromosomal instability. Exposedcells exhibitedasignificant
increase in gene mutation frequency and anchorage-independent
colony formation, demonstrating the infection mutagenic and trans-
forming potential. Therefore, colon colonization with these E. coli
strains harboring the pks island could contribute to the development
of sporadic colorectal cancer.
bacteria | genotoxin | aneuploidy | chromosomal instability | cancer
The dense bacterial consortium, called “microbiota,” that in-habits the intestinal tract is recognized increasingly as playing
amajor role in human health and disease. Themicrobiota generally
influences the host in a beneficial fashion by shaping gastrointesti-
nal and immune functions, exerting protection against pathogens,
and contributing to metabolic pathways (1). Escherichia coli is
a consistentmember of the human intestinalmicrobiota, colonizing
the intestine within a few days after birth and persisting throughout
the life of the host. TheE. coli strain population can be categorized
in at least four major phylogenetic groups (A, B1, B2, and D), each
group being more specifically associated with certain ecological
niches.E. coli strains belonging to group B2 are recovered from the
environment less frequently but can persist longer in the colon than
other groups and represent 30–50% of strains isolated from the
feces of healthy humans living in high-income countries (2, 3). We
recently discovered that up to 34% of commensal E. coli strains of
the phylogenetic groupB2 carry a conserved genomic island named
“pks island” (4–6). This gene cluster codes for nonribosomal pep-
tide synthetases (NRPS) and polyketide synthetases (PKS) that
allowproductionof aputative hybridpeptide-polyketidegenotoxin,
Colibactin. In vitro infection with these strains induces DNA dou-
ble-strand breaks (DSBs) in cultivated human cells, but the pks
island was not proved to cause DNA damage in vivo (4).
In this study, we wished to explore whether those bacteria were
able to induce genetic damage in vivo on the colonic mucosa and
to characterize the consequences of this damage on mammalian
cells in relation with the number of infecting bacteria. We report
that pks+ E. coli induced DSBs in vivo. In addition, infection of
various mammalian cells with pks+ E. coli induced, at very low
multiplicity of infection (MOI), reversible DNA damage response
that did not repair all DSBs, leading to chronic mitotic and
chromosomal aberrations together with increased frequency of
gene mutation and anchorage-independent growth. Taken to-
gether, these findings strongly suggest that these pks+ strains are
genotoxic in vivo and provide insights into mechanisms by which
common E. coli strains may contribute to cellular transformation
and possibly sporadic colorectal cancer tumorigenesis.
Results
pks+ E. coli Induces γH2AX Foci in Vivo. To test whether pks+ E. coli
expressed Colibactin genes and induced DNA damage in vivo, we
first used a mouse intestinal loop model. Colon loops were
infected with E. coli harboring the pks island and a plasmid-
encoded GFP under control of either a constitutive promoter or
the native clbA promoter. The clbA gene is localized on the pks
island and encodes a phosphopantetheinyl transferase required
for Colibactin biosynthesis by theNRPS and PKS enzymes (4).We
observed that GFP-expressing bacteria were localized close to or
in contact with the intestinal brush border (Fig. 1A). Next, we
assessed by immunohistology and Western blotting the S139-
phosphorylation of histoneH2AX (γH2AX), a sensitive marker of
DSBs (7). Gamma-irradiated mice (0.5 or 2 Gy) were used as
positive controls. Colon loops were infected with wild-type pks+
E. coli, the isogenic clbA mutant, or the mutant complemented
with a plasmid bearing the clbA allele. After 6 h of incubation,
tissue samples were collected. Significant numbers of γH2AX foci
were found in the nuclei of enterocytes exposed to pks+ E. coli as
compared with the isogenic clbA mutant and negative control
(Fig. 1B). γH2AX foci were found in 22.7% of enterocytes infected
with wild-type pks+ E. coli, three times more than in enterocytes
infected with the isogenic clbAmutant (P < 0.001, ANOVA). West-
ern blot analyses of colonocytes also indicated increased γH2AX in
the intestinal loops infected with the wild-type pks+ E. coli or with
the complemented clbA mutant, similar to levels seen with 0.5-Gy
gamma irradiation (Fig. 1C).
To substantiate these results, we used a second in vivo model
in which antibiotic-treated mice were given the pks+ bacteria per
os. Similar clbA:gfp expression and γH2AX foci were observed in
the colons of mice treated for 5 d with streptomycin-bacitracin-
neomycin and then inoculated by gastric gavage with pks+ E. coli
(Fig. S1). Together these results indicated that pks+ E. coli induced
γH2AX in vivo, suggesting DNA damage to colonic epithelial cells.
Transient DNA Damage Response, Incomplete DNA Repair, and Cell
Division After Low-Dose Infection with pks+ E. coli. We next exam-
ined in vitro the consequences of the DNA damage inflicted on
mammalian cells by infection with low numbers of pks+ E. coli as
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performed research; I.M. and M.B. contributed new reagents/analytic tools; G.C.-R., C.R.P.,
E.O., and J.-P.N. analyzed data; and G.C.-R., C.R.P., E.O., and J.-P.N. wrote the paper.
The authors declare no conflict of interest.
This article is a PNAS Direct Submission.
1To whom correspondence should be addressed. E-mail: jp.nougayrede@envt.fr.
This article contains supporting information online at www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.
1073/pnas.1001261107/-/DCSupplemental.









observed in vivo. Chromosomally stable CHO cells were infected
with live pks− or pks+ E. coli. Because the estimated in vivo in-
fectious dose was about four bacteria per enterocyte (SI Materials
and Methods), we usedMOIs of 1–20 bacteria per cell. After a 4-h
infection, cells were washed and incubated with antibiotics to kill
remaining bacteria. Cell-cycle distribution, γH2AX response, and
cell death were monitored 16–30 h later. Cells exposed to pks−
E. coli exhibited a normal cell cycle and background levels of
γH2AX, whereas cells infected with pks+ E. coli shown a transient
increase in G2/M population and γH2AX response that was
stronger at MOI 20 than at MOI 5 (Fig. 2 A and B). Sub-G1 peak
and active caspases levels indicated that the cell death remained
at background levels for MOI 5 and below 15% for MOI 20
(Fig. 2 A andC). In contrast to wild-type CHO cells, Ku80 mutant
Fig. 1. pks+ E. coli induces DSBs in vivo. Ligated colon loops were prepared in BALB/c mice, and then the loops were injected with sterile culture medium or
with 3 × 109 wild-type pks+ E. coli (WT), the isogenic clbAmutant impaired for biosynthesis by the NRPS-PKS enzymes, or the clbAmutant complemented with
a plasmid-encoded clbA allele. After 6-h incubation, the loops were removed and processed for immunohistology or Western blot analysis. (A) Frozen tissue
sections were stained for DNA (blue) and F-actin (red) and then were examined by confocal microcopy. Bacteria expressing GFP (constitutive promoter) or GFP
under control of the clbA promoter (clbA:GFP) were detected in the green channel. (Scale bars, 10 μm.) (B) Paraffin tissue sections were stained for γH2AX
(brown) and counterstained with hematoxylin. Gamma-irradiated mice (whole-body, 2 Gy) were used as positive controls. (Scale bars, 10 μm.) (C) Western blot
analysis of γH2AX in colonocytes 6 h after inoculation of colon loops with wild-type pks+ E. coli, the clbA isogenic mutant, or the mutant complemented with
a plasmid coding for clbA. Gamma-irradiated mice (whole-body, 2 or 0.5 Gy) were use as positive controls. Histone H3 and actin were probed as protein-
loading controls. γH2AX levels relative to histone H3 content were estimated by densitometry.
Fig. 2. DNA damage repair, cell death, and division after low-dose infection with pks+ E. coli. CHO cells were infected for 4 h with live pks+ or pks− E. coliwith
an MOI of 5–20 bacteria per cell or were left uninfected (Ctrl). At the end of the infection, the cells were washed and grown with gentamicin. (A) Cell-cycle
analysis 16 and 30 h after infection. (B) γH2AX levels were quantified by flow cytometry 16 or 30 h after infection. (C) CHO or xrs-6 Ku80-defective cells were
infected; 24 h later, apoptotic cells were labeled with a carboxyfluorescein fluoromethyl ketone peptide inhibitor of caspases (FLICA) for 1 h and quantified by
flow cytometry. Error bars represent SE from three experiments. (D) The cells were examined by confocal microscopy for DNA (blue), Ser10-phosphorylated
histone H3 (pH3, red), and γH2AX (green) 24 h after infection. (Scale bars, 10 μm.) (E) Quantification of γH2AX foci in mitotic cells. Error bars represent SEs
from three experiments.
2 of 6 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1001261107 Cuevas-Ramos et al.
cells, which are deficient for the nonhomologous end-joining
(NHEJ) repair pathway and thus are hypersensitive to DSBs (8),
died massively (Fig. 2C). These results indicate that cells exposed
to low numbers of pks+ bacteria suffered DNA damage but were
able to repair, primarily by the NHEJ pathway, and resumed cell
cycle and division. However, 24 h after infection 50% of mitotic
cells previously infected with pks+ E. coli still harbored one to four
γH2AX foci, in contrast to control cells or cells infected with pks−
bacteria showing no foci (Fig. 2 D and E). These γH2AX foci on
mitotic chromosomes represent scars of repaired lesions or even
unrepaired DNA breaks (9, 10). Thus, low-dose infection with
pks+ E. coli induces reversible activation of the DNA damage re-
sponse followed by cell division with signs of damaged DNA.
Infection with pks+ E. coli Induces Anaphase Bridging and Chromosome
Aberrations. Misrepaired DSBs can induce chromosome fusions
resulting in chromatin bridges that often break during anaphase
(11). Such anaphase bridges harboring γH2AX foci could be
detected 24 h after infection with pks+ E. coli (Fig. 3A). Moreover,
anaphase bridges, lagging chromosomes, and multipolar mitosis
also were observed in the cell population 72 h (three to four cell
divisions) after infection with pks+ bacteria (Fig. 3A). The ana-
phase bridge index increased with the MOI of pks+ E. coli, where-
as it remained at background level in cells exposed to pks− or to
the clbA mutant and was restored to pks+ level upon mutant
complementation (Fig. 3B). NHEJ-deficient Ku80 mutant cells
with a constitutively enhanced rate of bridge formation (12) also
showed an increase in bridging after infection with pks+ E. coli.
Anaphase bridges were found not only in CHO cells but also in
human colon cancer HCT-116 cells and nontransformed rat in-
testinal epithelial IEC-6 cells 3 d after infection with pks+ E. coli
(Fig. 3B). To corroborate these results, we performed a cytokine-
sis block assay that allows scoring of lagging or acentric chromo-
somes, which give rise to micronuclei, and anaphase bridges that
result in nucleoplasmic bridges (13). Three days after infection
with pks+ but not with pks− E. coli, binucleate cells harbored
substantial numbers of micronuclei and nucleoplasmic bridges
that increased with the MOI (Fig. 3C).
We next assessed metaphasic chromosomes 24 h and 3 d after
infection. A variety of chromosome aberrations were observed, in-
cluding translocations, chromatid breaks, and dicentric and ring
chromosomes (Fig. S2A). The number of aberrant chromosomes
diminished at 3 d compared with 24 h after infection (Fig. S2B).
Heavily damaged cells likely died after the first division, consistent
with the cell death that was measured 24 h after infection with pks+
E. coli (Fig. 2C). Threedays after pks+E. coli infection,we found2%
metaphaseswith centric rings and5%with translocations; 21 d later,
1%ofmetaphases still harbored ring chromosomes. Together these
results indicate that cells infected with pks+ E. coli seem to propa-
gate lasting chromosome aberrations and cycles of breakage–
fusion–bridges.
Infection with pks+ E. coli Induces Aneuploidy and Tetraploidy.
Anaphase bridging can induce aneuploidy (gain or loss of chro-
mosomes) and tetraploidy (8n DNA content for a cell in G2) (14,
15). Chromosomes were counted in metaphase spreads 3 d after
infection. About 40% of CHO cells infected with pks+ E. coli
harbored abnormal chromosome numbers, even at the lowest
infection dose (one bacterium per cell) (Fig. 4A). To evaluate
aneuploidy and tetraploidy further in CHO, HCT-116, and IEC-
6 cells, mitotic cells were stained for phosphorylated histone H3,
and their DNA content was determined by flow cytometry (16)
3 d after infection (Fig. 4B). We found significant increases in
aneuploid (hypodiploid and hyperdiploid) and tetraploid cells
Fig. 3. Infection with pks+ E. coli induces anaphase bridges and micronuclei. (A) (Upper) Anaphase bridge 24 h after infection with pks+ E. coli (DNA shown in
blue, γH2AX in green, and pH3 in red). (Lower) Seventy-two hours after infection (i) normal anaphase, (ii) anaphase bridge (arrow), (iii) multipolar mitosis, (iv)
lagging chromosomes (arrow). (Scale bars, 10 μm.) (B) Anaphase bridge index in CHO, ku80-defective CHO, HCT-116, and IEC-6 cells 3 d after infection. (C)
Cytochalasin-B–induced cytokinesis block assay. (Left) Images and arrows show a nucleoplasmic bridge (formed by anaphase bridging) and a micronucleus
(formed by lagging or acentric chromosomes) in CHO cells 3 d after infection. (Right) Micronuclei and nucleoplasmic bridges were counted in 1,000 bi-
nucleated cells. Error bars in B and C represent the SE from three experiments.









after infection with pks+ or complemented clbA mutant E. coli
compared with the control population or cells that were infected
with the pks− or clbA mutant E. coli (Fig. 4C and Table S1). This
increment of cells with abnormal DNA content persisted up to
21 d after pks+ E. coli infection, and the number of polyploid
cells even increased. In parallel, the anaphase bridge index in-
creased to 20% at 7 d and persisted (Fig. 4D). It thus appears
that cells exposed to low infectious doses of pks+ E. coli propa-
gated breakage–fusion–bridge cycles, generating chromosome
numerical instability in the long term.
Increased Gene Mutation Frequency and Anchorage-Independent
Growth After Infection with pks+ E. coli. Chromosome rearrange-
ments generate gene mutations, and, conversely, gene mutations
are required to allow maintenance of chromosomal instability and
aneuploidy (17). Therefore, we tested gene mutation frequencies
at the hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (hprt) and
thymidine kinase (tk) loci after infection of CHO or HCT-116
cells (Table 1). We found a significant increase in 6-thioguanine–
resistant (hprt mutant) colonies after infection with the pks+ or
complemented clbAmutant E. coli compared with uninfected cells
or cells that were infected with pks− or clbA mutant E. coli. In-
fection with pks+ E. coli also resulted in a significant increase of tk
mutants selected with trifluorothymidine.
To examine further whether this increased frequency of gene
mutation correlated with a transformed phenotype (18), we tested
the cell anchorage-independent proliferation in soft agar after
infection of CHO, HCT-116, or IEC-6 cells (Table 2). The cells
infected with the pks+ or complemented mutant E. coli formed
a significantly higher number of colonies in soft agar compared
with pks−- or clbA-infected and control cells. Together these
results indicate the mutagenic and transforming potential of the
infection with pks+ E. coli.
Discussion
Colorectal cancer is a disease primarily occuring in high-income
countries, where it represents the second most frequently di-
agnosed malignancy and accounts for 500,000 (3.3%) human
deaths annually (19). Sporadic colorectal cancer essentially is
a genetic disease in which chromosomal instability, found in 85%
of cases, is central to the tumorigenesis process (20, 21). Age
together with dietary practices, alcohol and tobacco consump-
tion, physical activity, and body weight are major risk factors
(19), but several studies also have implicated the colonic
microbiota in the development of colorectal cancer (22). How-
ever, epidemiological approaches attempting to identify links
between colonic bacteria and colorectal cancer are hampered by
Fig. 4. Infection with pks+ E. coli induces aneuploidy and tetraploidy. (A) Chromosome counts in CHO cells 3 d after infection. At least 100 metaphase spreads
were examined in each group. (B) Aneuploidy assay by flow cytometry (16). At least 2 × 105 mitotic (Ser10-phosphorylated histone H3-positive) cells were
analyzed for DNA content. Normal (4n), hypodiploid (<4n), hyperdiploid (4 < n < 8) and polyploid (8n) cells were gated and counted. (C) Three days after
infection (MOI of 1–20), CHO cells were analyzed for aneuploidy as in B. *, P < 0.001, exact Fisher’s test. Similar results were found with IEC-6 and HCT-116 cells
(Table S1). (D) Cells were infected (MOI = 20) and then were grown for 21 d (with six passages). Aneuploidy (histograms) was assessed as in B, and the
anaphase bridge index (curves) was scored as in Fig 2B.
Table 1. Increased mutation frequencies at the hprt and tk loci
after infection with pks+ E. coli
Locus Cells Infection MF ± SE × 10−5
hprt CHO Control 1.68 ± 1.17
E. coli pks− 2.89 ± 2.02
E. coli pks+ 11.40 ± 1.16*
E. coli clbA 1.54 ± 1.11
E. coli clbA + pclbA 11.80 ± 1.14*
tk CHO Control 31.7 ± 2.44
E. coli pks− 29.1 ± 3.18
E. coli pks+ 48.3 ± 2.02*
hprt HCT-116 Control 1.52 ± 0.18
E. coli pks− 1.52 ± 0.27
E. coli pks+ 3.58 ± 0.20*
CHO and HCT-116 cells were infected (MOI = 20) or left uninfected, then
grown for 7 or 3 d before plating with 6-thioguanine or trifluorothymidine
to select for hprt or tk mutants, respectively.
*P < 0.05, x2- Mc Nemar test compared with control, pks−, and clbA. MF,
mutation frequency.
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the long (20–40 yr) lag time between initiation and disease, by
the enormous complexity of the microbiota, and by bacterial
strain-to-strain variations (23, 24). Nonetheless, bacterial strains
producing metabolites or toxins that insult host DNA (25–27)
represent an important factor for chronic DNA damage in the
colon and thus constitute a potential etiologic component of
sporadic colorectal cancer.
Our previous findings (4) and the present study (showing the
higher sensitivity of NHEJ-deficient cells) demonstrate that in-
fection of eukaryotic cells with pks+ E. coli strains induces host-cell
DNA DSBs and activation of the DNA damage signaling cascade,
including the ATM–CHK–CDC25–CDK1 pathway and Ser139
phosphorylation of histone H2AX. Infection with high numbers of
toxigenic bacteria induces an irreversible cell cycle arrest and
eventually apoptotic cell death (cells with sub-G1 DNA content
and activated caspases). In this study, we also observed that when
eukaryotic cells were infected with infectious doses more relevant
to those occuring in vivo with commensal bacteria, most cells
exhibited only a transient DNA damage response and rapidly re-
sumed division cycles. However, these cycling cells frequently dis-
played γH2AX foci during the subsequent mitosis. The small
numbers of gamma foci were below the threshold level of 10–20
foci activating theG2/M checkpoint maintenance, thus allowing the
generation of chromosome breaks during mitosis (28–30). These
observations raise the question of the impaired reparability of
Colibactin-induced DSBs. Consistent with this model, we observed
mitotic aberrations such as lagging chromosomes and anaphase
bridges. Bridging is known to result from the fusion of broken
chromosome ends, generating dicentric chromosomes that are
pulled to both poles of the mitotic spindle (11). After breakage of
the bridge and rejoining in the next interphase, breakage–fusion–
bridge cycles propagated and further generated genetic aberrations
including aneuploidy/polyploidy and gene mutation (31). Propa-
gation of this chromosomal instability phenotype continued, be-
cause a significant fraction of the cells harbored chromosome rings,
aneuploid/polyploid DNA content, and anaphase bridging 21 d af-
ter transient infection with pks+ E. coli. The clonogenic survival
assays confirmed that cells infected with pks+ E. coli continued to
proliferate in the presence of DNA damage and exhibited in-
creased mutation frequency and transformed phenotype.
E. coli is primarily a commensal inhabitant of the mammalian
colon, colonizing the gut early after birth and remaining resident
throughout the life of the host, but commensal strains differ in their
colonization efficiency. E. coli strains belonging to phylogenetic
groupB2 seem to have a superior capacity to colonize and persist in
the colonicmicrobiota (3), and during the last decade the incidence
of B2 strains has risen quickly in colonic microflora of human
beings living in high-income countries (2). Surveys have shown that
the pks island is present in up to 34% of commensal isolates of
phylogenetic group B2 from healthy individuals (4–6). A recent
comparative metagenomic analysis of fecal samples from 13 healthy
individuals of various ages, including unweaned infants, showed that
pks island genes are found in 40% of samples, especially in infants
(32). Thus, the pks island is hosted by commensal E. coli strains
commonly found in the humanmicrobiota at birth, and these strains
could remain in the colon for years or even decades. A key finding in
the present study is that the Colibactin genes are expressed in vivo
and induce γH2AX foci in enterocytes. The effect was estimated to
be similar to that of a 0.5-Gy gamma ray whole-body irradiation and
was enough to trigger in vitro breakage–fusion–bridge cycles, chro-
mosomal instability, aneuploidy, and gene mutations in mammalian
cells. In conclusion, our results indicate that common pks+ E. coli
strains could play a role in colon carcinogenesis by repeatedly pro-
voking low-grade DNA damage at the enterocyte level. The role of
the human intestinal microflora in colon cancer has been over-
looked (33) and deserves further scrutiny.
Materials and Methods
Bacterial Strains and Cell Lines. The wild-type E. coli B2 pks+ strain SP15 (4)
was used for in vivo experiments. An isogenic mutant was constructed by
allelic replacement of the clbA gene on the pks island with a kanamycin
resistance cassette, and the mutant was complemented with the wild-type
clbA allele cloned on a plasmid (pclbA), as previously described (4). To vi-
sualize the bacteria in vivo, the strains were transformed with plasmids that
encode a gfp gene under control of a constitutive promoter (pFPV25.1) (34)
or gfp under control of the clbA promoter/regulatory region (pJN871; clbA:
gfp). For in vitro infections we used the E. coli strain DH10B hosting a BAC
bearing the pks island (pBACpks; pks+ E. coli), or hosting the pBeloBAC11
vector (pks− E. coli), the isogenic DH10B pBACpks clbA mutant, or the com-
plemented mutant (4). The cell lines used were CHO AA8, CHO xrs-6 (Ku80-
deficient), nontransformed rat intestinal epithelial IEC-6 cells (ATCC CRL-
1592), and human colon cancer cells HCT-116 (ATCC CCL-247).
Murine Colon Loop and Antibiotic Treatment Models. Animal experimentations
were carried out in accordance with European Guidelines for the Care and Use
of Animals for Research Purposes. For the colon loop assay, BALB/cJ mice were
anesthetized, a midline abdominal incision was made, a ligature was placed at
the proximal and distal ends of the colon, and 3 × 109 bacteria (300 μL) were
injected into the colonic lumen. The incision was sutured, and animals were
allowed to recover. The mice were killed 6 h later, and the colons were col-
lected immediately. For the antibiotic treatment assay, BALB/cJ mice were
treated for 5 d with streptomycin (2 g/L), bacitracin (2 g/L), and neomycin
(1 g/L) in the drinking water. Antibiotic treatment was stopped 24 h before
gastric gavage with 109 bacteria twice at 24-h intervals. Mice were killed 12 h
later, and the colons were collected immediately. Gamma-irradiated mice (0.5-
or 2-Gy 137Cs whole-body irradiation) were used as positive controls for DNA
damage. For Western blot analyses, colonocytes were prepared in a 1.5-mM
EDTA, 0.5-mM DTT buffer. Western blot and immunohistological analyses
were done following standard procedures.
In Vitro Infection Assay. Cells (∼75% confluent) were washed four times and
incubated in infection medium based on DMEM for IEC-6 and HCT-116 cells or
MEMα for CHO cells, supplemented with 25 mM Hepes and 5% FCS (Invi-
trogen). Bacteria were pregrown in infection medium to the midlogarithmic
phase; then the infection dose was calculated according to an MOI of 1–20
(number of bacteria per cell at the onset of infection). After a 4-h infection at
37 °C and 5% CO2, cells were washed four to six times and incubated until
analysis in cell culture medium supplemented with gentamicin.
Genomic instability Analyses. Cell cycle, γH2AX flow cytometry, and micro-
scopic analyses were done as before (4). Apoptotic cell death was quantified
by staining with carboxyfluorescein-labeled fluoromethyl ketone caspase in-
hibitor (Chemicon) and flow cytometric measurement of sub-G1 peak. Ana-
phase bridges (35), micronuclei, and nucleoplasmic bridges (13) were scored as
described. Metaphase spreads were prepared and analyzed using standard
cytogenetic procedures. DNA quantification in mitotic (phospho-histone H3-
Table 2. Anchorage-independent growth in soft agar after
infection with pks+ E. coli
Infection CFU ± SE per 10,000 cells
CHO
Control 0.00
E. coli pks− 0.00
E. coli pks+ 3.33 ± 0.41**
E. coli clbA 0.00
E. coli clbA + pclbA 4.33 ± 0.58**
IEC-6
Control 0.33 ± 0.25
E. coli pks− 0.00
E. coli pks+ 10.33 ± 0.62**
HCT-116
Control 4.67 ± 0.36
E. coli pks− 2.67 ± 0.41
E. coli pks+ 12.33 ± 0.41***
CHO, IEC-6, and HCT-116 cells were infected (MOI = 20) or left uninfected,
then grown for 3 d before plating in 0.3% soft agar. Colonies (>50 cells)
were counted after 7 d.
**P < 0.01 and ***P < 0.001 by ANOVA with Bonferroni posttest.









positive) cells was done as previously described (16). For tk and hprt gene
mutation assay, established methods were used (36). Anchorage-independent
growth was determined using a soft agar colony formation assay (37).
Statistical Analyses. All microscopic quantifications (γH2AX foci, chromosome
aberrations, micronuclei, and nucleoplasmic bridges) were done blindly. Experi-
ments were repeated at least three times. For statistical analyses a P value was
considered significant if P < 0.05, P < 0.01, or P < 0.001. Gene mutation fre-
quencies were calculated as described (36).
Materials and methods are detailed thoroughly in SI Materials and
Methods.
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SI Materials and Methods
Bacterial Strains and Plasmids. For the in vitro assays, we used the
previously described (1)E. coli strainDH10Bhosting aBACbearing
the pks island (E. coli pks+) that produces Colibactin, the isogenic
clbAmutant (deficient in the phosphopantetheinyl transferase gene
and thus impaired for Colibactin biosynthesis), or DH10B hosting
the pBeloBAC11 vector only (E. coli pks−). For the in vivo assay, the
wild-type E. coli strain SP15 (1) was used. The isogenic SP15 clbA
mutant was constructed using lambda red recombination and the
primers IHAPJPN44/45 as previously described (1, 2).
Cloning of the clbA gene for complementation of both mutants
was performed by high-fidelity PCR amplification (DeepVent;
New England Biolabs) using primers IHAPJPN118 (5′-GGA TCC
TAG ATT ATC CGT GGC GAT TC) and IHAPJPN119 (5′-
GGA TCC TAA ATG GCA CAC CTA TCC GC) and cloning
into pCR-Script (Stratagene). The resulting pMB808 (pclbA)
plasmid was transformed into each clbA mutant.
To visualize SP15 strains in vivo, the bacteria were transformed
with plasmid pFPV25.1 that encodes a gfp gene under control of an
rpsM constitutive promoter (3). To construct the plasmid pJN871
that encodes the gfp gene under control of the clbA promoter/reg-
ulatory region, the PCR amplicon using primers IHAPJPN115 (5′-
GAA TTC ATC ACC TTA TTA TCG GAT TTA TAG) and
IHAPJPN117 (5′-GGA TCC TTA GAT AAT CTC ATT CCT
GTT AGC) was cloned (BamHI/EcoRI) into pFPV25 (3).
For the infection assay, bacteria were cultured overnight in LB
broth at 37 °C with shaking. The next day, this culture was diluted
1:100 in interaction medium (IM), consisting of DMEM or
MEMα (Invitrogen) buffered with 25 mM Hepes and supple-
mented with 5% FCS (Eurobio). This preactivated culture was
incubated at 37 °C with shaking until an optical density of 0.6 at
600 nm was obtained. Then the bacteria were added to the cells.
Cell Culture. Parental CHO AA8 cells from the ATCC, and CHO
xrs-6 (Ku80-deficient) cells (a kind gift of M. Defais, Institute of
Pharmacology and Structural Biology, Centre National de la
Recherche Scientifique 205, Toulouse, France) were grown in
MEMαwith 10%FCS and 80 μg/mL gentamicin. Nontransformed
rat intestinal epithelial cells (IEC-6; ATCC CRL-1592) were cul-
tured in DMEM, 10% FCS, 80 μg/mL gentamicin, supplemented
with 4 μg/mL insulin (Sigma). Human colon tumor cells (HCT-
116) were cultured in McCoy’s medium (Invitrogen) with 10%
FCS, 80 μg/mL gentamicin, and 1% nonessential amino acids
(Invitrogen). All cell lines were grown at 37 °C in a 5% CO2 hu-
midified atmosphere and split regularly to maintain exponential
growth. A fresh culture was started from a liquid nitrogen stock
every 20 passages. The cell lines were confirmed free from myco-
plasma contamination by PCR.
In Vitro Infection Assay. Cells (∼75% confluent) were washed four
times with warmHBSS (Invitrogen) and incubated in IM based on
DMEM for IEC-6 and HCT-116 cells or MEMα for CHO cells.
The infection dose was calculated according to a multiplicity of
infection (number of bacteria per cell at the onset of infection,
MOI). After a 4-h infection at 37 °C in a 5%CO2 atmosphere, cells
were washed four to six times with warm HBSS and incubated in
cell-culture medium supplemented with 200 μg/mL gentamicin.
The culture medium was changed the next day, and thereafter,
cells were split twice a week until analysis (up to 21 d).
Cell Cycle, Apoptosis, γH2AX, and Aneuploidy Flow Cytometry Analyses.
Cells were collected by trypsin treatment.
For cell-cycle analysis, cells were fixed overnight in 70% eth-
anol at −20 °C, treated with PBS 0.1% Triton ×100 for 5 min,
washed and resuspended in PBS containing 15 μg/mL propidium
iodide (Sigma), and 100 μg/mL RNase (Fermentas).
For cell-death quantification, cells were stained (1 h at 37 °C,
5% CO2) with carboxyfluorescein-labeled fluoromethyl ketone
peptide inhibitor of caspases (FAM-VAD-FMK, FLICA Cas-
paTag; Chemicon) diluted in PBS.
For γH2AX quantification, cells were fixed in PBS 1% formal-
dehyde, then in 90%methanol. After treatment in PBS 0.5%BSA
(Sigma), cells were incubated with mouse anti- γH2AX mono-
clonal antibodies (Upstate) diluted 1:400 in blocking solution,
washed, and incubated with FITC-conjugated anti-mouse anti-
body (Zymed) 1:1,000 in blocking solution. Cells were washed and
resuspended in PBS.
Foraneuploidy evaluation,DNA-content analysis inmitotic cells
wasperformedasdescribed (4)with somemodifications:Cellswere
fixed overnight at −20 °C in 70% ethanol, rehydrated with PBS
0.1% Tween, and incubated with anti-phosphorylated histone H3
(Ser10, pH3) antibody (CST) diluted 1:400 in PBS. After rinsing,
thecellswere incubatedwithFITC-conjugatedanti-rabbit antibody
(Zymed) at 1:1,000 and then rinsed and resuspended in PBS.
Flow cytometry analyses were done with a FACScalibur flow
cytometer (Beckton Dickinson). Aggregates were removed from
analysis by FL2W/FL2A gating during acquisition (4). Data were
analyzed with the FlowJo software (Tree Star). At least 2× 104 cells
were acquired per sample, and every experiment was repeated at
least three times.
γ-H2AX Foci and Anaphase Bridges Scoring. Cells were grown and
infected on Lab-Tech slides (Falcon). For γ-H2AX and pH3 im-
munofluorescence, cells were fixedwith PBS 4% formaldehyde for
12 min, permeabilized in PBS 0.25% Triton X-100 for 5 min, and
blocked with PBS 0.1% Tween and 5% normal goat serum for
30 min. Primary antibodies [mouse anti-γH2AX (Upstate) and
rabbit anti-pH3 (Ser10; CST)] were diluted 1:400 in blocking so-
lution and incubated overnight at 4 °C. FITC- or TRITC-conju-
gated secondary antibodies (Zymed) were diluted 1:1,000 in
blocking solution and incubated for 5 h.DNAwas stained for 5min
with TO-PRO-3 (Molecular Probes) or with DAPI (Vector).
Anaphase bridge quantification was done as described (5). Slides
were mounted in VectaShield containing DAPI. Images were ac-
quired with a Leica DMRB fluorescence microscope equipped
with a DFC300FX digital camera or with an Olympus IX70 laser
scanning confocal microscope, in sequential mode, with the
Fluoview software FV500, the confocal aperture being set to
achieve a z optical thickness of ∼0.5 μm for foci quantification
and ∼0.26 μm for foci localization analysis. At least 300 cells per
anaphase were counted by three different observers without
knowledge of the cell treatment. We repeated the experiments
three times.
Metaphasic Chromosome Spreading.Cells were treatedwith 1 μg/mL
Colchicine (Sigma) for 24 h and then were collected by trypsin
treatment and suspended in a hypotonic solution (FCS 1:6 in dis-
tillatedH2O) for 20 min at 37 °C. After overnight fixation at−20 °C
in 75%methanol/25% acetic acid, cells were streamed on wet, cold
microscopic slides and stained with Giemsa-R (RAL) or DAPI.
Metaphases were analyzed with the Genus software (Applied
Imaging). Slides were scored blindly as above. At least 100 meta-
phases were scored per group; the total quantification was obtained
after three independent experiments.
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Micronuclei and Nucleoplasmic Bridges Assay. The assay was per-
formed as described (6). Briefly, cells were treated with 2 μg/mL
cytochalasin-B (Sigma) for 24 h, washed, and incubated in culture
medium for 20 min. Cells were collected by trypsin treatment and
resuspended in hypotonic solution for 20 min at 37 °C, and were
fixed overnight at −20 °C in methanol. Streams were done on dry
microscopic slides and stained with Giemsa. Slides were scored
blindly as above. At least 1,000 binucleate cells were counted per
group, and the experiments were repeated three times.
Gene Mutation Assay. 6-Thioguanine (6-TG) (Sigma) was dissolved
inDMEMataconcentrationof2mg/mL.Trifluorothymidine(TFT)
(Sigma) was dissolved in sterile DMSO and diluted in culture me-
diumto2μg/mLsolution, then storedat−20 °C.CHOandHCT-116
cells were treated with culture medium supplemented with 10 mM
deoxycytidine, 200 mM hypoxanthine, 0.2 mM aminoprotein, and
17.5 mM thymidine for 1 wk to eliminate preexisting hprt or tk
mutants (7). After infection, the cells were cultured 1 wk for the 6-
TG (hprt) test, and 3 d for the TFT (tk) test. Then 10-cm2 Petri
dishes were seeded with 2 × 105 cells, using culture medium con-
taining 400 μg/mL 6-TG or 2 μg/mL TFT. Cells also were plated
without 6-TG or TFT to determine plating efficiency. The culture
mediumwas changed twice a week for 21 d for the 6-TG test and for
18 d for the TFT test (8). Then plates were fixed with 4% formal-
dehyde and stainedwithGiemsa. Four repeats were doneper group
per test, and each test was done at least three times.
Clonogenicity in Soft Agar. After infection, the cells were cultured
for 3 d. Then 10,000 cells were seeded in culture medium with
0.3% soft agar and plated on 3.5-cm2 dishes. After incubation for
7 d and staining with 0.005% crystal violet (RAL) for 1 h, col-
onies (>50 cells) were counted using a stereomicroscope (9).
In Vivo Assays.Animal experiments were carried out in accordance
with European Guidelines for the Care and Use of Animals for
Research Purposes.
For the ligated colon loop assay, 6-wk-old BALB/cJ Rj (Janvier)
female mice were starved for 24 h before anesthesia with a mix of
ketamine and xylazine.After amidline incisionwasmade, the colon
wasexteriorized,aligaturewasplacedontheproximalanddistalends
of the colon, and 300 μLof a bacterial concentrate (3× 109 bacteria)
grown in IM was injected directly into the lumen. Because the ro-
dent colon contains, on average, 295 × 103 cells/mm2 (10), and that
the ligated colon measured, on average, 2.5 cm2, the calculated
infectious dose was four bacteria per enterocyte. The midline in-
cision was sutured, and the mice were left in a dark, warm envi-
ronment to recover. Mice were killed by neck dislocation 6 h later,
and the colon was recovered immediately. The experiment was re-
peated three times.
For theantibiotic treatmentassay, 3-wk-oldBALB/cjRj (Janvier)
female mice were treated for 5 d with a mix of streptomycin (2 g/L;
Sigma),bacitracin(2g/L;Sigma),andneomycin(1g/L;Sigma) in the
drinkingwater (11); antibioticswerewithdrawn24hbeforebacterial
inoculation. Mice were inoculated with 109 bacteria by intragastric
gavage twice at 24-h intervals. Mice were killed by neck dislocation
12 h after the second inoculation, and the colon was recovered
immediately.
Irradiated mice were used as positive control. Mice received
either 0.5- or 2-Gy gamma ray irradiation from a 137Cs radiation
source (630 rad/min). Mice were killed 30 min later by neck
dislocation, and the colon was recovered immediately.
Colonocyte Western Blot Analyses. The colon was placed in ice-cold
PBSandopened through itsmesenteric band.Mucusand feceswere
washed out. Then, for enterocyte collection, the colonwas placed in
a solution composed of 67.5 mM NaCl, 1.5 mM KCl, 0.96 mM
NaH2PO4, 26.19 mMNaHCO3, 27 mMNaCl, 1.5 mM EDTA, 0.5
mM DTT, pH 7.4, for 10 min, at 37 °C, under agitation (12). The
remnants of soft tissue were discarded, and the cell solution was
centrifuged for 5min at 300× g. The cell pellet was rinsed with PBS
plus DTT 0.5 mM, and resuspended in 500 μL of Laemmli sample
buffer. Sampleswere sonicated twice for 2 s incubatedat 100 °C for 5
min, and stored at−20 °C. Proteins were separated on NuPage gels
(Invitrogen), transferred to nitrocellulosemembranes, blockedwith
5% skimmed milk buffer, and probed with mouse anti-γH2AX
(Upstate), mouse anti-histone H3 (Upstate), and mouse anti-Actin
(Sigma). Secondary antibodies used were HRP goat anti-mouse
(Zymed) and HRP goat anti-rabbit (Zymed). Proteins were de-
tectedby chemiluminescencewith theChemiDocXRSsystem(Bio-
Rad). Densitometric analyses were done using QuantityOne 4.6.5
software (Bio-Rad).
GFP Imaging and γH2AX Immunohistology. For GFP-expressing bac-
teria imaging, after mice had been killed, 0.5-cm sections of colon
were placed immediately on optimum cutting temperature com-
pound (O.C.T.; Tissue-Tek) and frozen in liquid nitrogen. Frozen
sections (8 μm) were placed on microscope slides and fixed in 4%
formaldehyde. DNA was stained with TO-PRO-3 (Molecular
Probes) diluted 1:1,000 in PBS, and actin was stained with rho-
damine-phalloidin (Invitrogen) diluted 1:1,000 in PBS. Images
were acquired with an Olympus IX70 laser scanning confocal
microscope with the confocal aperture set to achieve a z optical
thickness of ∼0.5 μm.
For γH2AX immunohistochemistry, the entire colon was re-
covered immediately after mice had been killed, was placed in 10%
formalin for 24 h, and then was embedded in paraffin according to
standard procedures. Slides of 8-μm sections were washed in xylene
for 10 min, then washed with 100% ethanol, and finally rinsed with
distillated water. For antigen unmasking, slides were incubated in
boiling 10 mM Na-Citrate for 10 min. Samples were stained and
developed using the Vectastain ABC and DAB kits (Vector). The
primary antibody was rabbit anti- γH2AX (Cell Signaling Tech-
nology); the secondary antibody was the biotinylated anti-rabbit
(Vector). Counterstaining was done using nuclear HematoxylinQS
(Vector). SlidesweremountedwithVectamount (Vector).Gamma
foci were counted in at least 1,000 cells per group by three different
observers without knowledge of the colon treatment.
Statistical Analyses. SD and SEM were calculated as previously
suggested (13). The exact Fisher test was used to calculate sig-
nificant variances between cellular populations in the aneuploidy
test. The mutation frequency for mammalian cell gene mutation
assays was calculated following Arlett et al. (14), and the x2
McNemar test was used to calculate the P value. For γH2AX foci
quantification in mice colons, the ANOVA test with an exact
Fisher posttest was used. For the soft agar clonogenicity test, an
ANOVA with a Bonferroni posttest was used. The software
GraphPad-Prism 5 was used for statistical testing. A P value was
considered significant if P < 0.05, P < 0.01, or P < 0.001.
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Fig. S1. Antibiotic-treated mice enterocytes show γH2AX foci after gavage with pks+ E. coli. BALB/c mice were treated for 5 d with a mix of streptomycin-
neomycin-bacitracin and then inoculated by gastric gavage with 109 bacteria or PBS as a control. (A) Frozen colon sections were stained for DNA (blue) and
F-actin (red) and then were examined by confocal microcopy. pks+ E. coli expressing GFP under control of the clbA promoter (clbA:GFP) were detected in the
green channel. (Scale bars, 10 μm.) (B) Twelve hours after inoculation with wild-type pks+ E. coli (WT), clbA mutant, or complemented mutant (clbA + pclbA),
paraffin colon sections were stained for γH2AX (brown) and counterstained with hematoxylin.(Scale bars, 10 μm.) γH2AX foci were found in enterocytes from
mice inoculated with the wild-type pks+ E. coli or the complemented mutant (8.25 and 7%, respectively) but not in the other groups.
Fig. S2. Chromosome aberrations in metaphasic cells after infection with pks+ E. coli. (A) Metaphasic chromosomes of CHO cells 24 h after infection with pks+
E. coli. The chromosomes were labeled with DAPI after metaphase spreading. The most frequent chromosome rearrangements are shown. (B) Abnormal
chromosomes were counted in 100 metaphases per group, 24 and 72 h after exposure to pks+ or pks− E. coli. Error bars represent the SEM from three in-
dependent experiments.
Cuevas-Ramos et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1001261107 3 of 4
Table S1. Infection with pks+ E. coli induces aneuploidy and tetraploidy in CHO, IEC-6, and HCT-
116 cells
Infection MI (%)
Distribution of mitotic population (%)
Hypodiploid Normal Hyperdiploid Polyploid
CHO
Control 3.69 0.76 96.57 1.44 1.23
E. coli pks− 3.36 0.72 96.01 1.76 1.52
E. coli pks+ 3.56 1.4*** 90.45 3.23*** 4.92***
E. coli clbA 3.72 0.71 96.76 1.47 1.24
E. coli clbA+ pclbA 3.53 1.43*** 90.86 3.20*** 4.41***
IEC-6
Control 6.7 0.65 96.29 1.28 1.78
E. coli pks− 6.93 0.52 96.19 1.41 1.87
E. coli pks+ 6.22 1.88*** 91.4 2.23*** 4.49***
HCT-116
Control 9.01 0.89 95.09 1.31 2.72
E. coli pks− 9.17 0.97 94.71 1.5 2.83
E. coli pks+ 10.68 1 93.15 2.12** 3.73**
The distribution of mitotic cells according to their DNA content 3 d after infection with pks−, pks+, clbA
mutant, or complemented mutant (pclbA) E. coli, was assessed by flow cytometry as in Fig. 3B.
**P < 0.01 and ***P < 0.001 in an exact Fisher test compared with controls. Mitotic indexes were not statis-
tically different between treatments.
Cuevas-Ramos et al. www.pnas.org/cgi/content/short/1001261107 4 of 4
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9. Discussion et Perspectives 
os résultats expérimentaux peuvent être résumés en deux points majeurs : 
(i) Les souches de E. coli exprimant la Colibactine sont mutagènes, induisent des 
dommages chromosomiques et une instabilité génétique in vitro. Ces effets 
dépendent de la dose. 
(ii) La Colibactine est exprimée in vivo et capable, dans le côlon de souris, d’induire en 
l’espace de quelques heures des cassures double‐brin de l’ADN. 
a question peut donc se poser de l’impact physiopathologique de la présence dans le 
icrobiote d’une souche exprimant la Colibactine et de sa contribution au processus de 
cancérogenèse colique.  
9.1 La Colibactine déclenche‐t‐elle une instabilité génétique au niveau du côlon ? 
L’instabilité génomique (IG), conséquente à l’exposition aux bactéries produisant la Colibactine, 
 depuis longtemps été proposée comme une constante de la transformation cancéreuse. 
outefois, la question de savoir s’il s’agit d’un facteur causal (initiateur) ou d’une conséquence 
de la transformation n’est pas totalement résolue. Des études permettent de pencher en faveur 
’une initiation de la cancérogenèse par l’acquisition de l’IG, qui se comporterait donc comme 
n évènement initial, où la mutation d’oncogènes ou de gènes suppresseurs de tumeurs 
(l’hypothèse de mutagenèse) serait suffisante pour enchainer une transformation cellulaire150, 
9, 292, 293, 325, 326.  
 on observe l’organisation histologique du côlon, on note que chaque crypte héberge des 
ellules souches et des cellules progénitrices en division rapide. Les cellules souches se 
localisent à la base des cryptes, entourées de cellules mésenchymateuses du type 
 Les myofibroblastes influencent et déterminent le comportement des 
ellules souches, leur différenciation et leur migration. Un peu plus haut dans la crypte on 
trouve les cellules progénitrices, qui se trouvent dans une étape de prédifférenciation et qui se 
divisent plus rapidement que les cellules souches327‐330. La Colibactine pourrait, avec son effet 
mutagène et clastogène, induire des changements au niveau des cellules souches, mais aussi 
des cellules progénitrices (Figure 1). Selon nos données in vitro, une infection à faible dose peut 
déclencher les cycles BFB, caractérisés par des ponts d’anaphase. Si ce phénotype devait être 
confirmé in vivo, cela pourrait signifier que les cellules des cryptes ayant subi des CDB auraient 
enclenché les phénomènes de BFB que nous avons caractérisés in vitro.  
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En sachant que E. coli est une des premières espèces bactérienne à coloniser le tractus intestinal 
 et que ces 
 est fortement 
 des 
effets
précoc t/ou urinaire. On peut ainsi établir un parallèle avec les 
observations réalisées sur les populations Japonaises d’Hiroshima et Nagasaki. Selon les 
 
et  331, 332.  
 
 étude 
ontre aussi les conséquences qu’un effet génotoxique peut avoir à 
ur 
croissance et développement ont été étudiés pendant un an. Les résultats montrent que le taux 
s de 
une 
 que l’irradiation a des effets génétiques délétères à long terme chez des 
333. 
ès vingt 
 
 
 
des nouveaux nés, et que ces souches vont y habiter pour des périodes prolongés
souches appartiennent fréquemment au groupe phylogénétique B2, où l’îlot pks
prévalent4, on pourrait en première analyse, évaluer la signification pathologique possible
 génotoxiques à long terme de souches produisant la Colibactine et colonisant 
ement le tractus intestinal e
données épidémiologiques actualisées, un dommage génétique de type irradiation subi entre 0
9 ans augmente plus fortement les probabilités d’un cancer à l’âge adulte
Les études dans ces populations ont démontré qu’une exposition estimée à 0,5 Gy était
suffisante pour augmenter les fréquences de cancer, notamment du côlon. En outre, une
sur des poissons zèbres m
long terme. Dans cette étude des poissons jeunes et adultes ont été irradiés, puis le
de survie par rapport aux non‐irradiés est le même chez les poissons jeunes, mais plus faible 
chez les adultes. Ceci suggère que les jeunes poissons compensent mieux les effets précoce
l’irradiation. Dans les deux groupes (jeunes et adultes), les poissons morts ne montrent pas de 
signes de maladie chronique ou d’affaiblissement. Huit mois après l’irradiation, une partie des 
poissons ont subi une amputation de la nageoire caudale, afin d’étudier la régénération 
épithéliale et restructuration de la nageoire. La majorité des poissons irradiés présentent 
incapacité à régénérer la nageoire (70%) ou une nageoire anormale et atrophiée (15%). Les 
auteurs concluent
poissons jeunes et adultes, même si l’état général de l’organisme reste cliniquement normal
Si l’on prend également comme exemple les conséquences des thérapies génotoxiques 
appliquées chez les enfants, avec une chance sur dix de développer un autre cancer apr
ans d’âge334‐339, on pourrait supposer qu’une souche bactérienne produisant une génotoxine,
colonisant précocement l’épithélium du côlon, pourrait avoir des conséquences une fois la
maturité atteinte. De plus, les souches E. coli du groupe phylogénétique B2 qui produisent 
fréquemment la Colibactine sont connues comme de bonnes colonisatrices4, cette colonisation 
pourrait donc se poursuivre bien au‐delà de l’enfance. Les cellules souches épithéliales ont 
besoin de temps pour accumuler des mutations et se transformer progressivement. Avec un 
dommage à l’ADN constant et répété, consécutif à l’instabilité génomique et/ou la présence 
continue des bactéries génotoxiques, il est possible que ces cellules puissent acquérir les 
changements nécessaires pour leur transformation.  
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9.2 Bactéries et cancer 
Une souche bactérienne résidente est‐elle capable d’être à l’origine de transformations 
morales ? La réponse est oui au moins en ce qui concerne Helicobacter pylori. Des infections 
bactériennes, virales ou parasitaires ont par ailleurs souvent été associées au développement 
e certains cancers chez les humains. Les premières associations suggérées entre agent 
tu
d
Figure 1. Les souches E. coli pks+, sont‐elles cancérigènes ? 
Les souches de E. coli commensales du groupe phylogénétique B2 et les ExPEC pks+ sont de 
bonnes colonisatrices du côlon, 30‐50% d’entre elles, en moyenne, produisent la Colibactine1, 4. 
Elles déclenchent la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN, évaluée par la formation des foyers 
γH2AX. Si les phénomènes que nous avons observés in vitro se reproduisent in vivo, les cellules 
affectées pourraient développer des ponts anaphasiques, une instabilité chromosomique et 
progressivement accumuler des mutations, affectant le renouvellement normal de l’épithélium et 
favoriser la transformation cellulaire.  
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pathogène et cancer datent du XVIII siècle. En 1772, il a été observé que les carcinomes 
pulmonaires se retrouvaient les plus souvent au niveau des cicatrices provoquées par 
Mycobacterium tuberculosis. Au milieu du XIX siècle, Rudolf Virchow décrivait une fréquence 
très élevée du cancer de la vessie chez les personnes habitant dans des régions endémiques à 
Schisostomia haematobium en Afrique du nord. En 1911, Askanzy rapportait une association 
entre Opisthorchis felineus et le cancer hépatique et dans la même année, Rous montrait le 
potentiel carcinogène du CRP (cotontail rabbit papillomavirus)340. 
On estime que environ 18% de diagnostics tumoraux sont associés à une infection. Autour de 
1.9 millions des cas de cancer par an sont donc diagnostiqués qui seraient liés à une infection 
bactérienne ou virale341. Parmi les agents infectieux et parasitaires les mieux documentés on 
trouve les papillomavirus qui provoquent le cancer cervical, le virus d’Epstein‐Barr impliqué 
dans des lymphomes, les virus des hépatites B et C qui provoquent des cancers hépatiques, HIV 
et le sarcome de Kaposi et des lymphomes, la bactérie Helicobacter pylori qui provoque des 
cancers et lymphomes gastriques, le parasite Schistosoma haematobium impliqué dans le 
cancer de la vessie et Salmonella enterica serovar typhi liée au cancer des voies biliaires. Les 
mécanismes exacts du déclenchement de la formation d’un tissu malin par les agents 
pathogènes demeurent mal connus. Plusieurs mécanismes pourraient influencer ce 
développement : inflammation chronique, évasion du système immunitaire, dommages à l’ADN, 
modification du cycle cellulaire et de la prolifération cellulaire340, 342‐344. 
L’association épidémiologique entre un pathogène et le cancer reste un processus pour le moins 
complexe. Cette relation est influencée par le mode de vie, la localisation géographique, le 
niveau socioéconomique et les facteurs environnementaux. Par ailleurs, le délai entre l’infection 
e  des années, voire des dizaines 
d’années,  cette 
a  
m  va 
d
Une
mutagène et pro‐tumoral . Les cellules de l’inflammation génèrent en effet des médiateurs 
omme les radicaux libres, les prostaglandines et des cytokines, qui participent aux différentes 
n. L’exposition chronique à ces médiateurs provoque une augmentation 
de la prolifération cellulaire, de la mutagenèse et l’activation des oncogènes. Les radicaux libres 
 
, mais 
t l’apparition ou le diagnostic du cancer peut demander
 ce qui complique les études. En outre, la nature multifactorielle du cancer rend
nalyse encore plus compliquée. Le meilleur exemple est celui d’H. pylori, puisque plus de la
oitié de la population mondiale porte cette bactérie dans l’estomac, mais seulement 1%
évelopper un cancer gastrique et encore moins un lymphome gastrique340. 
 infection peut s’accompagner d’une inflammation chronique qui peut avoir un effet 
345
c
phases de l’inflammatio
se présentent soit sous la forme de ROS (reactive oxygen species) ou de RNOS (reactive nitrogen
species). Leur fonction physiologique principale est de tuer les pathogènes, mais ils peuvent 
également générer un stress oxydatif important, phénomène essentiellement pathologique. 
ROS et RNOS peuvent induire une mort cellulaire et une augmentation de la prolifération
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également endommager l’ADN, en générant des lésions oxydatives de l’ADN comme la 8
oxoguanine, des cassures simple et double‐brin de l’ADN. Les phagocytes produisent é
du NO (nitric oxide), qui est oxydé et transformé en ND (nitrogen dioxide), molécule égalemen
capable d’induire des dommages à l’ADN346‐348. Les prostaglandines (PG) sont des dérivés de 
l’acide arachidonique produits par les cyclooxygénases, COX1 COX2 et COX3. COX1 est 
constitutive et exprimée dans de nombreux tissus, alors que COX2 est inductible, exprimée p
les monocytes et les macrophages pendant l’inflammation. Les PG 
‐
galement 
t 
ar 
modulent la réponse aiguë et 
chronique de l’inflammation, principalement la prostaglandine E2 (PGE2). Certaines études ont 
 si 
 de 
 
 
 y se 
4. 
 
 
 
. 
montré que les PG pourraient stimuler l’angiogenèse et faciliter ainsi le développement de la 
tumeur. Les cytokines comme le TNFα (tumor necrosis factor alpha) sont également des 
facteurs clés dans l’inflammation. Par exemple, chez les patients colonisés par H. pylori, même
une minorité développe un cancer, une grande majorité ont des niveaux plasmatiques élevés
TNFα et PG, qui sont associés à une inflammation gastrique chronique. En outre, NF‐kappaB 
(Nuclear factor‐kappaB), une protéine qui joue un rôle clé dans la réponse immunitaire contre
l’inflammation, pourrait aussi avoir une influence dans le développement du cancer, 
principalement dans son rôle d’inhibition/stimulation de la prolifération cellulaire et l’apoptose.
Par ailleurs, une fois que le dommage à l’ADN a entrainé des mutations, il se peut qu’il
produise une sélection des clones cellulaires transformés. Cette sélection peut être stimulée par 
le fait que l’inflammation entraîne une augmentation de la prolifération cellulaire pour 
compenser la mortalité qu’elle a elle‐même déclenchée340, 349‐35
D’une part, on trouve donc des microorganismes pathogènes, qui provoquent une infection 
et/ou une maladie et éventuellement un cancer, de l’autre, on trouve les microorganismes 
commensaux, qui résident dans un environnement spécifique et qui en général ont une relation 
de symbiose avec l’hôte. Aujourd’hui, l’hypothèse que le microbiote intestinal pourrait jouer un
rôle très important est de plus en plus fondée. L’expression de métabolites issus de 
microorganismes du microbiote pourrait moduler directement la sensibilité vis‐à‐vis de 
certaines affections. Le génotype du microbiote pourrait être aussi important que le génotype
de l’hôte en la matière355, 356. 
Le microbiote intestinal humain est composé de plus de 2500 espèces bactériennes différentes,
avec une diversité d’espèce propre à chaque individu, réparties dans 4 phylums (Firmicutes, 
Bacteroidetes, Actinobacteria et Proteobacteria) sur plus de 50 connus, ce qui représente une 
grande sélection évolutive. Le microbiote facilite la digestion des nutriments, fournit des 
facteurs de croissance et de différenciation pendant la maturation de la muqueuse, il stimule la 
maturation du système immunitaire et exerce un effet barrière contre l’invasion des 
pathogènes357, 358. Cependant, cette relation hôte‐microbiote peut aussi devenir délétère358, 359
Par exemple, le Streptocoque α‐hémolytique est un commensal de la muqueuse orale et 
intestinale humaine. Toutefois, cette bactérie peut se retrouver dans le système sanguin quand 
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il y a défaut de continuité dans la muqueuse : si l’hôte est affaibli ou immunodéficient, ce 
streptocoque peut provoquer des infections graves comme des endocardites360. La différence 
entre un commensal et un pathogène est donc fréquemment mal déterminée. Des 
microorganismes commensaux peuvent provoquer une maladie grave et à l’inverse des 
pathogènes connus peuvent résider dans un organisme sans déclencher de maladie.  
Cet exemple concerne également les souches de E. coli produisant la Colibactine. Outre les 
souches ExPEC, dont environ 50% ont l’îlot pks, cet îlot a aussi une forte prévalence dans les 
souches de E. coli commensales, avec 12 à 32% des isolats positifs. Un autre point important e
que la Colibactine est produite presque exclusivement par des E. coli du groupe phylogénétique
B2, dont la proportion dans les flores intestinales humaines est en augmentation depuis ces 20 
dernières années en Europe, au Japon et au Etats‐Unis1, 36, 115, 130, 131. Les souches de E. coli du 
groupe B2 sont d’excellents colonisateurs et il a été observé qu’elles peuvent persister plus 
durablement dans le côlon que d’autres souches de E. coli. Cette prédominance du groupe B2 
s’observe même dès la naissance puisque plus de 50% des souches de E. coli isolées à partir de
selles d’enfants sont des B24, 361, 362. En outre, deux études renforcent ces donnés : (i) l’analyse 
du microbiome (ensemble des gènes de la microflore intestinale) de 13 Japonais en bonne santé 
a montré que les gènes codant pour la Colibactine sont présents dans près de 40% des selles des 
individus étudiés et plus particulièrement chez les nourrissons et jeunes enfants363 et (ii) un 
analyse du microbiome de 11 nourrissons montre aussi une présence des gènes de la 
Colibactine à 1 mois d’âge chez 6 d’entre eux (55%) ; les
st 
 
 
 gènes étaient retrouvés chez les mêmes 
 
+ 
 
 
dégénératifs au niveau chromosomique. Ainsi si on se place dans 
 
 
 faire 
 dans
individus à 24 mois (analyse basée sur les données du consortium MetaHIT, métagénome des
microflores intestinales humaines, données non publiées). Il apparaît donc que les E. coli pks
sont hautement présentes dans les flores intestinales humaines et ont la capacité de coloniser 
l’Homme dès la naissance puis de se maintenir durablement dans le côlon. 
Le fait d’héberger une souche de E. coli commensale ou non, produisant la Colibactine, pourrait
donc représenter une exposition génotoxique chronique au niveau épithélial. Même de faible 
niveau, cette génotoxicité pourrait être significative car on sait qu’il suffit d’une seule CDB pour
déclencher des changements 
le cadre d’un individu génétiquement susceptible, souffrant de problèmes intestinaux 
chroniques, ou d’infections urinaires récurrentes, immunodéficient, ou tout simplement avec
des habitudes alimentaires favorisant la flore colibacillaire, la Colibactine pourrait jouer un rôle
dans le développement du cancer, sur un épithélium qui n’est pas tout à fait en mesure de
face à des assauts génotoxiques répétés. 
Hormis l’effet potentiel sur le côlon de la présence dans le microbiote de E. coli produisant la 
Colibactine, il pourrait être intéressant d’examiner l’impact de ces bactéries génotoxiques  
le contexte d’infections urinaires. Le microorganisme principalement isolé dans les infections 
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urinaires humaines (80 à 90%) est E. coli. Les souches de E. coli uropathogènes font partie 
souches extra‐intestinales, dans lesquelles la prévalence de la Colibactine est d’environ 50%. 
Ces souches sont connues pour former des colonies bactériennes intracellulaires. Po
raison, elles sont difficiles à éradiquer et elles provoquent ainsi des infections récurrente
individus ayant présenté plus de deux infections urinaires ont un risque plus importan
des 
ur cette 
s. Les 
t d’avoir 
un carcinome de la vessie, principalement chez les femmes57, 364, 365. La Colibactine pourrait 
 
La 
 
tion de 
é avec les souches 
marquées par la GFP dans nos résultats expérimentaux). Nous avons ainsi pu montrer avec des 
t‐ils similaires à ceux déclenchés par la Colibactine ? 
jouer aussi un rôle chez les individus génétiquement susceptibles, où un polymorphisme 
génétique a été associé au cancer de la vessie217, 366, 367. Les cellules sont en général affectées
dans le(s) système(s) de réparation de l’ADN et elles sont moins efficaces pour réparer des 
cassures double‐brin : si l’épithélium est confronté à des infections récurrentes de E. coli pks+, 
ceci pourrait participer au déclenchement d’un cancer. 
Selon Blaser et al.344, il existe trois types de microorganismes pouvant provoquer un cancer. 
classe A regroupe les microorganismes qui ciblent les cellules du système immunitaire et donc 
qui peuvent induire des lymphomes ou une immunosuppression qui pourrait faciliter le 
développement de cancers. La classe B rassemble les microorganismes qui peuvent déclencher 
un cancer par leur relation directe avec le parenchyme de l’organe colonisé, soit via 
l’épithélium, l’endothélium, ou le mésenchyme. Finalement, la classe C comprend les 
microorganismes qui modifient leur environnement et déclenchent une altération locale ou à
distance, soit par la modification du microbiote dans l’organe cible, soit par la modifica
l’activité de cet organe (provoquant éventuellement des effets à distance), comme c’est le cas 
dans les altérations de type hormonal. Dans ce cadre E. coli pks+ pourrait être un 
microorganisme carcinogène de classe B. Même si, pour les souches E. coli commensales et 
ExPEC qui résident dans le côlon, le milieu le plus favorable est le mucus intestinal, un contact 
direct avec les cellules épithéliales reste probable (et a d’ailleurs été visualis
modèles animaux que la Colibactine a bien un effet sur l’épithélium colique. La question reste 
donc de savoir si le fait de provoquer des cassures double‐brin de l’ADN au niveau de 
l’épithélium colique, de façon chronique et répétée, à faible niveau, pourrait être suffisant pour 
déclencher (ou favoriser) une transformation cellulaire et l’apparition d’un cancer. 
Il semble donc nécessaire de s’appuyer sur des exemples déjà existants pour essayer 
d’approfondir nos recherches et mieux comprendre les possibles effets de la Colibactine sur 
l’épithélium colique. Comment fonctionnent d’autres bactéries ? Quels mécanismes utilisent‐
elles ? Les effets qu’elles provoquent, son
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9.2.1 Helicobacter pylori 
H. pylori, l’espèce dominante dans le microbiote gastrique, est responsable de l’infection 
bactérienne la plus fréquente dans le monde. La présence d’H. pylori provoque une réponse 
inflammatoire chronique, qui est le facteur de risque le plus important du cancer de l’estomac. 
Au niveau mondial, l’adénocarcinome gastrique est la deuxième cause de mort par cancer, a
moins de 15% de survie au‐delà de 5 ans. Même si une petite partie des personnes coloni
par cette bactérie développent un adénocarcinome, toutes ont une gastrite chronique 
persistante368, 369.  
Comme dans le cas de E. coli, cette espèce bactérienne a une diversité génétique importante, 
due principalement à une diversification intra‐génomiqu
vec 
sées 
e (mutations ponctuelles, 
370
 
 
e à 
 
e 
A 
é pendant 
néral l’une 
d’elles prédomine. OipA est également une adhésine associée à une adhérence aux cellules 
vation de 
 
expression de la β‐caténine est associée à 50% d’adénocarcinomes gastriques. H. pylori peut 
augmenter l’expression de la β‐caténine et ceci est probablement lié à l’évolution des lésions 
ré‐tumorales377, 378. 
recombinaison génomique) . Plusieurs protéines exprimées dans des souches différentes ont 
été identifiées et corrélées au développement du cancer. Parmi ces protéines on trouve VacA, 
BabA, SabA, OipA et CagA.  
VacA (vacuolating cytotoxin) provoque la formation de vacuoles dans des cellules épithéliales en
culture. Les gènes codant pour cette protéine ont une grande variabilité de séquence
génétique : chaque cluster de gènes code pour une cascade métabolique différente, lié
l’activité de vacuolation de chaque souche. VacA stimule également l’apoptose des cellules 
épithéliales gastriques et modifie la réponse adaptative immunitaire de l’hôte, favorisant ainsi 
une longue colonisation : VacA se fixe à l’intégrine β2 pour interférer avec l’interleukine‐2 et 
cette action bloque la prolifération des cellules T activées par des antigènes, avec pour
conséquence une réponse immunitaire absente. Les souches d’H. pylori qui expriment la form
active de VacA sont associées à un risque plus élevé de cancer371‐373. 
Les protéines BabA, SabA et OipA sont des protéines de membrane externe. BabA est une 
adhésine qui confère à H. pylori la faculté de s’attacher aux cellules épithéliales gastriques. Sab
est aussi une adhésine qui reconnait l’antigène tumoral FUT4, un marqueur surexprim
l’inflammation gastrique chronique. Les souches BabA+ et SabA+ sont associées à un risque plus 
élevé de cancer ; environ 85% des souches expriment ces deux protéines mais en gé
épithéliales gastriques. En outre elle est capable de déclencher et/ou augmenter l’acti
la β‐caténine374‐376. La β‐caténine est un composant des jonctions cellulaires qui lie les 
récepteurs de la cadhérine à l’actine du cytosquelette. Dans le cytoplasme, β‐caténine et 
cadhérine sont aussi des composants de la cascade de signalisation Wnt. Une augmentation de
l’
p
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H. pylori est donc officiellement reconnue comme un cancérigène par l’IARC et représente le 
principal facteur de risque d’adénocarcinome gastrique. La diminution du nombre d’infections 
al 
n commensal du côlon humain, mais elle peut être à l’origine d’une 
bactériémie, d’infections du tractus urinaire et elle est la deuxième cause d’endocardites. En 
emment 
 
 
 18 et 62%. Gold et al. ont montré dans une étude rétrospective que 
parmi les patients qui ont présenté une bactériémie par S. infantarius, 41% de patients 
 Il 
ence 
on 
E. faecalis est un commensal de la flore intestinale humaine. De nombreuses souches 
2O2 
à 
orée in 
rs de 
t 
ales hébergent dans leur flore intestinale des entérocoques produisant O2
‐
de H. pylori aux Etats‐Unis est corrélée à une diminution des cancers gastriques, mais ces 
changements ont été associés à une augmentation de l’incidence de la GERD (gastroesophage
reflux disease), avec sa principale complication, l’adénocarcinome gastro‐œsophagien369, 379, 380. 
9.2.2 Streptococcus infantarius (bovis) 
Cette bactérie est u
1951, McCoy et Mason ont suggéré une relation entre le cancer du côlon et l’historique d’une 
endocardite septique. C’est en 1974 qu’une association entre S. infantarius (précéd
appelé S. bovis) et le cancer du côlon a été suggérée. Entre 25 et 80% des patients ayant eu une
bactériémie provoquée par S. infantarius développent un cancer du côlon. L’incidence de cette
relation a été estimée entre
subissent une coloscopie dans les années suivantes, 39% sont diagnostiqués avec un néoplasie 
du côlon, 32% avec un cancer invasif, dont 60% avec une forme maligne du cancer du côlon.
semblerait que S. infantarius, par l’intermédiaire de ses WEA (wall extracted antigens), influ
la formation de lésions pré‐néoplasiques dans le côlon, avec une augmentation de l’expressi
de l’IL8, PGE2 et COX2. Ces données suggèrent un rôle des ROS dans la carcinogenèse 
colorectale induite par l’infection chronique avec ces bactéries381‐385.  
9.2.3 Enterococcus faecalis 
produisent des quantités importantes de radicaux libres oxygénés extracellulaires comme H
et O2
‐ via l’oxydation d’un composant membranaire, la démethylménaquinone. Il a été montré 
qu’E. faecalis produit des CDB dans des colonocytes de rats et que ce dommage à l’ADN 
déclenche in vitro une aneuploïdie et une CIN. En outre, cet effet génotoxique se propage de 
cellule à cellule (« bystander effect »), c'est‐à‐dire que la bactérie n’a pas besoin d’un contact 
direct avec l’entérocyte pour produire son effet génotoxique : elle provoque des dommages 
l’ADN des colonocytes par l’intermédiaire de macrophages activés par une exposition préalable, 
qui produisent à leur tour des radicaux libres oxygénés. Cette génotoxicité a été corrob
vitro par l’accumulation des cellules en phase G2 du cycle cellulaire et la formation de foye
γH2AX. D’autres études ont montré, dans un modèle murin (IL10 KO), qu’E. faecalis induit une 
inflammation chronique de l’intestin aboutissant au développement d’adénocarcinomes et de 
dysplasie rectale. Finalement, une étude rétrospective a montré que 40% des patients souffran
de dysplasies colorect
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Toutefois les auteurs de cette étude n’ont pas mis en évidence une association entre la 
colonisation par ces bactéries et la prévalence de cancer colorectal386‐390. 
9.2.4 Helicobacter hepaticus 
H. hepaticus fait partie des espèces bactériennes produisant la génotoxine CDT, qui a une 
 les cellules intoxiquées. Dans un modèle murin 
d’hépatocarcinogénèse, il a été montré que des souris infectées avec une souche de 
s, 
ée 
 
prévention/déclenchement de 
 
activité DNase I‐like et produit des CDB dans
Helicobacter hepaticus produisant CDT développent des nodules dysplasiques hépatique
quatre et dix mois après inoculation, contrairement aux souris infectées avec une souche mut
ne produisant pas CDT. En outre, les souris infectées avec la souche produisant CDT présentent
aussi des niveaux élevés de facteurs pro‐inflammatoires comme TNFα, COX2 et NF‐κB, des 
facteurs anti‐apoptotiques comme Bcl2, ainsi qu’une augmentation de la prolifération391. Cette 
étude montre ainsi le rôle possible de CDT dans la transformation cellulaire. 
 
Au bilan, H. pylori est la seule bactérie officiellement reconnue comme cancérigène, même s’il 
existe d’autres espèces suspectées d’avoir un lien avec le développement du cancer, comme 
Streptococcus infantarius (bovis) et Enterococcus faecalis. Des faisceaux d’éléments concordants 
s’accumulent de telle manière qu’il semble probable que nous aboutirons à un consensus 
scientifique pour reconnaître que les bactéries qui résident dans l’organisme, flores 
commensales ou pathogènes, jouent un rôle important dans la 
tumeurs. 
 
9.3 Perspectives 
Les résultats que nous avons obtenus ne permettent pas encore d’affirmer positivement 
l’existence d’un rôle des souches mutagènes de E. coli dans la cancérogenèse, ni sa place 
chronologique et son importance relative dans le processus multifactoriel qui conduit de la 
cellule saine à la tumeur maligne. 
De nombreuses études complémentaires vont être nécessaires pour éclaircir cette 
problématique et nos perspectives devront impliquer des études in vitro et in vivo. L’objectif 
majeur des études in vivo sera l’estimation de l’impact et des effets réels que pourrait avoir la 
présence de souches de E. coli pks+ dans un microbiote humain. Celui des études in vitro sera 
plus orienté vers la recherche des évènements initiaux permettant à la Colibactine de léser 
l’ADN et de leurs mécanismes. 
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9.3.1 Etudes in vivo. 
En considérant l’ensemble de nos résultats, il apparaît plausible que des souches de E. coli pks+ 
ement et la physiologie de l’épithélium intestinal et que, même si 
l’individu porteur ne montre pas de changements graves, les effets de cette génotoxicité se 
duire 
ts 
 in vivo avec ceux 
obtenus in vitro, dans l’espoir de mieux cerner la relation dose/effet.  
En dehors d’études de cancérogenèse classiques à long terme, une autre méthode pour étudier 
 
 
 d’étude qui pourra être envisagé sera de coloniser des animaux avec les souches, 
puis de provoquer chimiquement l’induction des ACF par injection d’AOM (Azoxyméthane)396. 
n évalue l’effet promoteur d’un agent quelconque (chimique, nutritionnel, infectieux…) par la 
 ACF qui se développent en quelques semaines dans le côlon397. Une autre 
possibilité serait de tester directement le possible effet initiateur des souches produisant la 
 sont 
e la 
 modifier directement l’ADN des cellules épithéliales et selon 
 
puissent modifier le renouvell
manifestent plus tard dans la vie, sous la forme de transformations tissulaires pouvant con
au cancer. 
Un autre marqueur que nous nous proposons d’étudier est la quantification in vivo des pon
d’anaphase et/ou des mitoses anormales, ainsi que l’index mitotique, au niveau des cryptes du 
côlon, témoins de lésions génétiques majeures. De même, il sera intéressant d’analyser la 
formation des micronoyaux (MIC) in vivo au niveau intestinal, un test qui est reconnu pour 
identifier des clastogènes et aneugènes au niveau intestinal, plus sensible que la quantification 
de MIC dans la moelle osseuse392. Nous pourrons ainsi comparer les résultats
cette possibilité est l’étude du développement de lésions pré‐néoplasiques ACF (aberrant crypt
foci) et de tumeurs au niveau du côlon (Figure 2)16. Les ACF sont considérés comme la lésion 
précurseur du cancer du côlon, puisque l’un des premiers pas vers cette pathologie est 
l’altération du pattern prolifératif épithélial provoquée par une modification de la cinétique
cellulaire (prolifération, mort, changements génétiques)393‐395. 
Un modèle
O
quantification des
Colibactine : on colonise les animaux précocement avec les souches de E. coli pks+, puis ils
sacrifiés au terme d’un an et un comptage des lésions épithéliales est effectué. Notons qu
Colibactine a plus les caractéristiques d’un facteur initiateur du cancer que d’un promoteur, 
puisqu’elle est capable d’agir et de
nos donnés in vitro de déclencher une instabilité génomique et de la mutagenèse.  
 
 
 
 
103 
 
Il serait aussi pertinent dans notre problématique d’utiliser des animaux mutés dans le gène 
APC (souris min). Dans ce modèle, l’hôte est génétiquement susceptible de développer plus 
 des cancers au niveau gastro‐intestinal. Evaluer l’effet de la Colibactine dans ce 
type d’environnement serait intéressant. Elle pourrait aggraver la sélection cellulaire et exercer 
ne pression de sélection, au cours de laquelle les cellules survivantes seraient les plus 
prolifératives et invasives. Elle pourrait aussi, sur le versant potentiellement protecteur, 
fréquemment
u
Figure 2. Transformation épithéliale au niveau du côlon.
Pour évaluer l’effet cancérigène possible des souches de E. coli produisant la Colibact e, la 
quantification des lésions prénéoplasiques in vivo (ACF) est un modèle de choix. La formation de 
foyers de cryptes aberrantes est un bon indicateur d’une hyperprolifération épithéliale et du 
commencement d’une transformation. Le possible effet initiateur et/ou promoteur de ces 
souches pourrait ainsi être testé (figure modifié de 16). 
in
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éliminer les cellules qui commencent à se transformer, puisqu’elles sont en général beaucoup 
plus sensibles aux dommages à l’ADN. 
Il semble en tout état de cause très important de continuer les recherches en ce sens et de 
tester cette hypothèse de manière approfondie pour le côlon, mais aussi d’autres organes 
potentiellement exposés à des ExPEC pks+, principalement la vessie et la prostate. 
9.3.2 Etudes in vitro 
Profil et mécanismes de mutagenèse : 
Déterminer avec exactitude le type des mutations que les souches pks+ induisent pourrait aussi 
nous aider à mieux comprendre le type d’effet que ces souches pourraient avoir in vivo. Le 
modèle Big‐Blue est en ce domaine un outil puissant qui permet d’évaluer avec exactitude, 
jusqu’au niveau de la séquence, le type des mutations de l’ADN cellulaire suivant une 
exposition. Nous espérons également explorer dans ce modèle la localisation des cassures, dans 
le cas où celles‐ci ne seraient pas stochastiques. 
Reste également à élucider la cascade permettant d’expliquer qu’une seule exposition aux 
souches de E. coli pks+ soit suffisante pour déclencher à long terme des changements 
dégénératifs au niveau chromosomique. S’agit‐il d’un modèle identique à celui observé après 
une irradiation, ou existe‐t‐il des effets secondaires spécifiques déclenchés par l’exposition à la 
Colibactine qui vont, à leur tour, perpétuer ses effets génotoxiques ? Par exemple, il a été 
montré que le fait d’exposer les cellules à des agents génotoxiques ou à une irradiation 
ionisante peut déclencher un état de stress oxydatif persistant maintenu par des mitochondries 
dysfonctionnelles398, 399. Est‐ce que ceci pourrait être le cas dans les cellules infectées par les E. 
c
E
d stème 
p dans la 
r ge à l’ADN. Il a été montré que sur des CDB 
ui n’ont pas pu être réparés avant la mitose, ou si la réparation à laissé une « cicatrice », la 
γ γ
 
 
chromosomiques persistants, spécialement des anneaux et translocations, il serait intéressant 
oli pks+ ? 
n outre, étudier la voie de signalisation FANC (mutated in Fanconi anemia) pourrait être 
’intérêt. FANC est considérée comme un gardien de la stabilité chromosomique : ce sy
révient les défauts de ségrégation chromosomique pendant la mitose et il a un rôle 
éponse cellulaire à un stress réplicatif et/ou domma
q
protéine FANCD2 colocalise avec  H2AX. Les foci de FANCD2/ H2AX dans des chromosomes 
suggèrent des sites défectueux de chromatides associés à une séparation anormale, donc des
sites chromosomiques fragiles400. On pourrait donc rechercher la colocalisation FANCD2/γH2AX
après une exposition génotoxique avec la Colibactine, en comparaison avec d’autres molécules 
ou agents produisant aussi des CDB. 
Etant donné qu’on observe des BFB (breakage‐fusion‐bridge) et des remaniements 
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d’évaluer l’état des télomères. En effet l’un des mécanismes du développement de ces 
phénotypes et de la CIN est la perte des télomères. De manière générale les cellules 
cancéreuses ont un taux élevé de perte et de dysfonctionnement de ces structures. La perte 
i 
s et 
iques, donc 
ifications importants. Le résultat peut être une résistance à la limite de 
Hayflick et donc une capacité permanente à proliférer18, 250, 251, 253, 401, 402. 
La Colibactine, provoque‐t‐elle des CDB au niveau ou proche des télomères et/ou un 
 TIF 
 
à 
ssi les 
 
ure 
ne pourrait également être un facteur de stress oxydatif comme la bléomycine, ou 
provoquer des modifications dans la structure de l’ADN qui pourraient déclencher un stress 
té 
u 
d’un télomère est suivie par l’addition d’un autre télomère au niveau de la cassure, mais cec
entraine la perte du télomère d’un autre chromosome ou la fusion entre deux chromosome
donc une évolution vers des cycles BFB, des remaniements chromosomiques chron
des délétions et ampl
dysfonctionnement des télomères ? L’un des signes « précoce » que l’on pourrait évaluer est la 
colocalisation de 53BP1 et TRF1 (telomeric repeat binding factor), signalé comme une lésion
(telomere dysfunction‐induced foci), ou des agrégats télomériques au niveau des cellules 
interphasiques. Ces agrégats représentent en fait des fusions télomériques et donc la formation
de chromosomes dicentriques, qui peuvent former des ponts anaphasiques et des cycles BFB403, 
404.  
Enfin, mieux comprendre le mécanisme d’action de la Colibactine pourrait aussi nous aider 
déterminer le type des lésions qu’elle provoque, de façon directe ou indirecte, mais au
effets secondaires qui se déclenchent après l’exposition. Est‐ce que la Colibactine est un poison
des topoisomérases (I et II), comme l’etoposide ? Les topoisomérases catalysent l’ouverture et 
la religation de la structure de phosphodiester de l’ADN pendant le cycle cellulaire. Les 
inhibiteurs affectent partiellement la fonction des topoisomérases en autorisant l’ouvert
mais en inhibant la religation, ce qui provoque des cassures simple et double‐brin. 
La Colibacti
réplicatif. La principale limitation pour arriver à comprendre ces mécanismes est la difficul
actuelle à purifier la Colibactine. 
En conclusion, nos résultats démontrent que les souches de E. coli pks+ sont génotoxiques : elle 
peuvent déclencher la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN in vivo et provoquer une 
instabilité génomique in vitro. Elles sont donc potentiellement cancérigènes pour des tissus a
contact, particulièrement le côlon, le système génito‐urinaire et éventuellement d’autres 
organes colonisés sur un mode asymptomatique à la suite de bactériémies. 
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Résumé 
Effet génotoxique des souches d’Escherichia coli produisant la Colibactine 
Escherichia coli (E. coli) est une bactérie commensale qui réside dans le tractus gastro‐intestinal des 
mammifères, principalement au niveau du côlon. Certaines souches de E. coli sont aussi des 
pathogènes intestinaux ou du système urinaire voire systémique (souches pathogènes extra‐
intestinales). Environ 34% des souches commensales de E. coli du groupe phylogénétique B2 et 53% 
des souches isolées d’infections extra‐intestinales possèdent dans leur génome un îlot génomique « 
pks » qui code pour la production d’un polyketide‐peptide non‐ribosomal, la Colibactine. Les souches 
de E. coli pks+ provoquent des cassures double‐brin de l’ADN (CDB) dans des cellules eucaryotes en 
culture. 
Dans mes travaux de thèse, j’ai examiné l’expression et l’activité de la Colibactine in vivo, et étudié 
les conséquences pour les cellules hôte des dommages à l’ADN infligés par la toxine. J’ai pu montrer 
dans un modèle murin d’anses ligaturées du côlon, avec un système rapporteur GFP, que les gènes 
de l’îlot pks étaient bien exprimés in vivo. En utilisant comme marqueur des CDB l’histone H2AX 
phosphorylée (γH2AX), j’ai démontré la présence de ces lésions dans les cellules épithéliales du côlon 
après l’injection d’une E. coli  pks+ mais pas après l’injection d’un mutant isogénique déficient pour la 
production de Colibactine. Ces résultats ont été confirmés avec un autre modèle murin dans lequel 
les souris étaient traitées par des antibiotiques puis gavés avec les E. coli pks+.  
Pour examiner les conséquences des dommages à l’ADN infligés par la Colibactine, j’ai utilisé un 
modèle de cellules en culture infectées avec les E. coli pks+ à une dose infectieuse comparable à celle 
qui peut avoir lieu in vivo. Les cellules exposées aux faibles doses de bactéries (1 à 20 
bactéries/cellule) produisant la Colibactine répondaient aux dommages à l’ADN de façon transitoire 
et réversible, puis ces cellules poursuivaient leurs divisions. Toutefois, une fraction de ces cellules en 
mitose montrait des signes de persistance des CDB, des ponts anaphasiques et des micronoyaux. Ceci 
entrainait des aberrations chromosomiques (translocations, anneaux, dicentriques), ainsi que de 
l’aneuploïdie / tétraploïdie. La persistance des aberrations chromosomiques et mitotiques jusqu’à 21 
jours après l’infection indiquait la propagation de cycles BFB (« breakage‐fusion‐bridge ») et une 
instabilité chromosomique. Enfin, j’ai montré que ces cellules présentaient une élévation significative 
de leur fréquence de mutation génique ainsi que de leur capacité à former des colonies en agar.  
En conclusion, mes résultats indiquent que la Colibactine est exprimée in vivo, et qu’elle induit des 
CDB dans les entérocytes. L’exposition de cellules en culture aux souches produisant la Colibactine 
induit des CDB qui sont incorrectement réparés, ce qui déclenche une instabilité chromosomique 
persistante, des mutations et la transformation cellulaire. Cet enchaînement d’évènements délétères 
pour la stabilité génétique des cellules est déclenché par une simple infection, à faible dose, de E. coli 
pks+. Ces résultats suggèrent que la présence de ces bactéries génotoxiques dans le microbiote 
intestinal pourrait représenter un facteur prédisposant pour le cancer sporadique du côlon. 
 
